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. Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Ziich- 
ten eines zur Herstellung eines Pockenschutz-Impfstoffes ' 
bestimmten Virus. 

Bei der bisher iiblichen Impfung gegen Pocken unter Ver- 
wendung eines stark reaktogenen Impfstammes und unter 
Anwendung der epicutanen Skarifikation bei Insertion des 
Virus kommt es in bestimmtem zeitlichem Ablauf zur Ausbil- 
dung einer Impfpustel. Letztere ist Ausdruck eines infektios- 
allergischen Geschehens, wobei zellular-allergische Reaktio- 
nen im Vordergrund stehen. 

Es ist eine schon seit langerer Zeit bekannte Tatsache, dass 
die Reaktogenitat einer Impfung nicht identisch ist mit deren 
Immunogenitat. Dies bedeutet, dass Starke Impfreaktionen 
nicht auch zu einem starken Infektionsschutz gegeniiber dem 
krankmachenden Variola-Virus fiihren miissen. Diese 
Erkenntnis war in den letzten Jahren Grund fiir die Einf iih- 
rung des weniger reaktogenen Impfstammes Elstree, allerdings 
auch unter Anwendung der epicutanen Skarifikation. 

•Der Nachteil dieser Art der Pockenschutz-Impfung besteht 
darin, dass sie in nicht seltenen Fallen, besonders wenn es zu 
einer zusatzlichen Sensibilisierung gekommen ist, zu EEG- 
Veranderungen fuhrt. Ursache hierfiir sind phylogenetisch 
angelegte funktionelle Briicken zwischen Zentralnervensystem 
undHaut. 

Aus diesem Grunde erscheinen die Forderungen, bei der 
Pockenimpfung eine cutane Pustelreaktion herbeizufiihren und 
gleichzeitig eine risikofreie Impfung durchfiihren zu wollen, 
miteinander nicht vereinbar; denn so Iange eine so.ausgepragte 
immun-allergische Reaktion an der Haut erzwungen wird, 
kann nicht verhindert werden, dass nicht auch neuroallergische 
Begleitreaktionen am Zentralnervensystem auftreten. 

Man hat daher versucht, mit sogenannten ccAttenuierten 
Impfstoffen» zu arbeiten. Alle dieser Versuche gingen davon 
aus, dass normales Vaccinia- Virus uber 20 bis 50 Passagen auf 
der Chorioallantoismembran geziichtet wurde und dann in 
einer relativ hohen Konzentration bei der Impfung zur 
Anwendung kam. Die Passage des. Impfvirus iiber den Huh- 
ner-Embryo fiihrte in der Tat zu einer Selektion nicht einheit- 
licher Impfstamme, so dass nach mehreren Kulturen ein gene- 
tisch im wesentlichen einheitlicher Impfstamm gewonnen 
werden konnte. Fernerkam es bei diesen Impfstoffen zu einem 
Riickgang der Reaktogenitat, d. h. dass die lokale Impfreak- 
tion milder war und weniger Impffieber auftrat. Auch die 
Viramierate bei Impfung mit solchen Impfstoffen ist deutlich 
reduziert. Aber auch'bei dieser Methode wurde nicht auf die 
pustulose Impfreaktion verzichtet. Dementsprechend waren- 
bei Impfungen mit diesen Impfstammen ebenf alls zentral- 
nervose Komplikationen mit fast der gleichen Erwartungsfre- 
quenz wie nach Impfung mit konventionellen Impfstoffen 
eingetreten. 

Schliesslich hat man auch schon versucht, mit normalen 
Impfstoff entweder subcutan zu impfen - das ergab bis zu 60% 
Schwellungen im Unterhautgewebe - oder aber intracutan - 
das ergab ebenf alls wieder Pusteln und zwar mit Gewebenek- 
trosen. 

Die Erfindung bezweckt, ein Verfahren zum Ziichten eines 
zur Herstellung eines Pockenschutz-Impfstoffes bestimmten 
Virus zu schaffen^ das die Nachteile des bisher verwendeten 
Virus in bekannten Pockenschutz-Impfstoffen nicht aufweist. 

Das erfindungsgemasse Verfahren ist dadurch gekennzeich- 
net, dass das Vaccinia- Virus Ankara in mindestens 300 Zell- 
kulturpassagen in Tierzellen geziichtet wird, bis auf der Cho- 
rioallantois-Membran der attenuierte Vaccinia-Virus in klei- 
nenrein proliferative n Herden (Knotchen) wachst. 

Nachfolgend werden Ausfiihrungsbeispiele des erfindungs- 
gemassen Verfahrens beschrieben. 

Das Vaccinia- Virus Ankara wird in mindestens 300 Zellkul 
turpassagen in Tierzellen geziichtet, vorzugsweise in uber 500 



Zellkulturpassagen in Hiihnerfibroblastenzellen oder in minde- 
stens 400 bis iiber 500 Zellkulturpassagen in Schweinsnieren- 
zellen. Die Zellkulturpassagen werden so lange durchgefiihrt 
bis auf der Chorioallantois-Membran der attenuierte Vaccinia. 
5 Virus in kleineaxein proliferativen Herden bzw. Knotchen 
.wachst. 

Der Impfstoff Ankara ist von der WHO anerkannt. Naheres 
iiber ihn ist im Handbuch der Schutzimpfungen, Springer- 
Verlag, Berlin-Heidelberg 1965 beschrieben. Weiter wird das 
io Vaccinia- Virus Ankara erwahnt in ^Strains of Human Viru- 
ses» von M. Majer und S. A. Plotkin, S.Karger-Verlag, Basel 
1972, sowie in der Deutschen Medizinischen Wochenschrift 
vom 22. November 1974. 

Ein so geziichtetes Vaccinia-Virus Ankara ist genetisch 
15 einheitlich und in seiner Reaktogenitat und Virulenz durch die 
Zellpassagen abgeschwacht. 

Ein ccm des Fertig-Impfstoffes in gereinigter lyophilisierter 
Form soil etwa 10 7 Viruspartikel enthalten. Davon werden 
0,1 ccm bis maximal 0,2 ccm intracutan injiziert. Damit ist eine 
2ogenauere Dosierung als bei den bisher bekannten Impf verfah- 
ren moglich. Ausserdem ist aber eine Kontrolle des Impfver- 
Iaufs dadurch gegeben, dass sich an Ort und Stelle der Injek- 
tion Rotung, leichte Schwellung mit Durchmesser von 4: X 
8 mm und manchmal auch Juckreiz zeigen. Es kommt aber auf 
2skeinen Fall zu einer pustulosen Impfreaktion. Eine humorale, 
d. h. serumgebundene, und gewebliche Sensibilisierung bzw. ' 
Allergie, in klinisch nennenswerter Form tritt also nicht ein. 
Jedoch ist eine cellulare Immunitat, die eine Ausbreitung und 
Vermehrung im Gewebe verhindert, nachweisbar. 
30 Bei Anwendung eines solchen Impfstoffes lauft die Impfre- 
aktion ohne Fieber und beeintrachtigende andere Allgemein- 
erscheinungen ab, im Gegensatz zur Verwendung vonbisher 
bekannten Impfstoffen, bei denen zuweilen Krankheitserschei- 
nungen wie Impffieber, Impf -Ulcus oder Iirrpf-Exanthem und 
assogar Gehimzellen-Entziindung auftreten, was stets zu blei- 
benden Schaden, wenn nicht zum Tode, fiihrt. 

Nach Ablauf von 8 Tagen nach der Injektion bilden sich 
Rotung und Schwellung zuriick. Es bleibt dann aber zunachst 
am Ort der Injektion noch ein kleines gelblich-braunliches 
40 Knotchen zu sehen und zu tastenj das jedoch spatestens nach 
21 Tagen vollstandig verschwindet. 

Ein weiterer wesentlicher Vorteil des mil dem erfindungsge- 
massen Verfahren hergestellten Virus ist darin zu sehen, dass 
durch seine Anwendung eine vaccinale Basisirnmunitat gescbaf- 
45 fen werden kann, die verhindert, an den vorgenannten Kom- 
plikationen der bekannten Impfverfahren zu erkranken. Wenn 
diese Basisirnmunitat vorhanden ist, dann konnen alle weiteren 
bekannten Pockenschutz-Impfungen nicht mehr zur Gehirnzel- 
len-Entziindung fiihren. Ein solcher Impfstoff ist daher geeig- 
50 net, die.Impfung bei bisher durch Alter oder Krankheit 
bedingten Impfhindernissen gefahrlos durchzufiihren. 

PATENT ANSPRUCH 
Verfahren zum Ziichten eines zur Herstellung eines Pocken- 
55Schutz-Impfstoffes bestimmten Virus, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Vaccinia- Virus Ankara in mindestens 300 Zellkultur- 
passagen in Tierzellen geziichtet wird, bis auf der Chorioallan- 
tois-Membran der attenuierte Vacdnia- Virus in kleinen rein- ' 
proliferativen Herden (Knotchen) wachst. 

60 

UNTER AN S PR O CHE 
1. Verfahren nach Patentanspruch, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Vacdnia- Virus Ankara in iiber 500 Zellkulturpassa- 
gen in Hiihnerfibroblastenzellen geziichtet wird. 
65 2. Verfahren nach Patentanspruch, dadurch gekennzeichnet 
dass das Vacdnia-Virus Ankara in mindestens 400, vorzugs- 
weise in uber 500 Zellkulturpassagen in Schweinsnierenzellen 
geziichtet wird. 
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